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棉花 GhSEDEG38 基因调控棉花耐盐性的功能分析
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摘要　基于棉花体细胞胚胎再生不同时期表达谱中筛选出一系列差异表达转录因子,通过 RTＧPCR 和

qRTＧPCR分析这些转录因子在不同逆境处理下的表达,发现GhSEDEG３８基因(somaticembryogenesisdifferＧ
enciallyexpressedgene３８)的表达受盐胁迫诱导明显上调;序列分析发现GhSEDEG３８编码bZIP型转录因子,

与拟南芥bZIP５３基因同源.为进一步验证该基因的功能,构建了该基因的RNAi干涉载体并转化棉花,通过分

子检测获得了表达量显著降低的转基因棉花株系.通过对萌发期和三叶期转基因材料和对照材料进行盐处理

发现,干涉GhSEDEG３８基因降低棉花在萌发期及苗期对盐胁迫的抗性,盐处理后转基因植株的 MDA 含量和

活性氧含量显著高于对照材料,而可溶性糖含量显著低于对照材料.综上,GhSEDEG３８参与棉花对盐胁迫的

应答.
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　　土地盐渍化严重制约了农林业生产,是现代生

态环境建设面临的严峻问题.全球约有１０亿hm２

的土地受到盐渍化影响,占陆地总面积的７％,次生

盐渍化土地面积近８０００万 hm２,其中５８％发生在

灌溉农区.在我国,盐渍化土地总面积约为３６００
万hm２,占全国可利用土地面积的４．８８％,这一比例

还在不断增加[１].世界范围内有超过１００个国家面

临土地盐渍化问题,因此,合理开发利用盐渍化土地

已成为当务之急.
盐胁迫对植物生长发育的影响体现在许多方

面.对植物形态发育整体表现为抑制组织器官的生

长,加速发育过程,缩短营养生长期和花期[２Ｇ４];在生

理水平上,引起渗透势变化,改变膜系统通透性[５Ｇ６];
在分子水平上,盐胁迫会导致植物体内酶活性变化,
包括光合作用及呼吸作用相关的酶类,使植物代谢

紊乱,并加速有害次生代谢产物积累,对植物造成毒

害[７Ｇ９].棉花对盐胁迫耐受性略强于粮食作物[１０],
适当的盐胁迫可以促进棉花的生长和发育[１１],但较

强的盐胁迫依然会对棉花造成不利影响.有报道指

出,盐胁迫会影响棉花的诸多农艺性状,与对照相

比,表现为株高显著降低,单株果枝数、单株成铃数

下降,籽棉产量下降,纤维长度、比强度下降,对盐敏

感品种的影响更甚[１２].
自２０世纪７０年代Price等首次报道棉花体细

胞胚胎发生的重大成果以来,突变体筛选和转基因

已成为棉花育种及遗传改良的重要途径之一.植物

体细胞胚的发育过程受到光照、温度、无机盐、糖类、
激素等因素的影响,逆境因子在其发生及发育过程

中都起着重要的作用,很多研究者都将逆境因子的

调控作为优化体细胞胚发生体系的重要手段[１３Ｇ１４].
在宁夏枸杞外植体分化过程中加入 AgNO３、Ca２＋

可促进体细胞胚的发育并抑制畸形胚的形成[１５];在
培养基中加入渗透胁迫因子如蔗糖、NaCl等,可以

促进五加、海枣、胡萝卜等植物体细胞胚胎发育[１６].
棉花体细胞胚胎发育同样受多种无机盐及激素调

节,适当添加胁迫因子可促进体细胞胚的发育.在

培养基中加入 NaCl和 ABA 会加速体细胞胚的发

育,在这一过程中检测到诸多胁迫应答基因的表达

水平变化[１７].在棉花体胚发生差异表达的蛋白谱

中发现１４．２％的差异表达蛋白参与刺激响应[１８].

bZIP(basicＧregionleucinezipper)是一类广泛

存在于真核生物中的转录因子,具有一个亮氨酸拉
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链结构域,和一个与DNA 结合的碱性结构域,亮氨

酸拉链结构域通过亮氨酸或异亮氨酸的重复结构域

结合成同源或异源二聚体,其活性受二聚化作用和

翻译后修饰调节[１９].植物bZIP转录因子通过调节

下游基因的表达水平参与植物响应激素及逆境胁迫

的过程.对拟南芥bZIP转录因子的分析表明,其
家族成员具有高度的结构保守性和一定程度的进化

上的复杂性和多样性,其中TGA 和GBF 两个家族

被证实与逆境胁迫应答密切相关[２０Ｇ２１].本研究基于

体细胞胚胎发生表达谱中一个bZIP家族转录因子

基因GhSEDEG３８在盐处理下的差异表达,通过

RNAi技术得到表达量降低的转基因材料,分析其

调控棉花对盐胁迫应答的功能,以期为棉花抗盐胁

迫育种提供新材料.

1　材料与方法

1.1　材　料

转基因受体材料陆地棉(Gossypiumhirsutum
L．)YZ１由华中农业大学作物遗传改良国家重点实

验室棉花组留存,材料的种植和处理均在棉花温室

附楼棉花培养室进行.大肠杆菌菌株 TOP１０和农

杆菌菌株EHA１０５由笔者所在实验室保存,pHellsＧ
gate４载体由比利时 Gent大学Familienaam VoorＧ
naam 教授赠送;限制性内切酶购自 NEB公司,BP
重组酶 购 自Invitrogen,DNA 提 取、质 粒 提 取 及

PCR纯化试剂盒购自天根生物有限公司,qRTＧPCR
试剂购自 ABI公司,反转录酶SuperScriptIII购自

Invitrogen公司,TA 克隆载体pGEMＧT 购自 ProＧ
mega公司.
1.2　体胚发生相关盐响应候选转录因子筛选

前期研究中从体胚发生的表达谱中筛选出一系

列差异表达的转录因子[２２].本研究选取４０个高量

表达的转录因子,分别命名为GhSEDEG１ＧGhSEＧ
DEG４０,通 过 设 计 引 物,对 GhSEDEG１ＧGhSEＧ
DEG４０基因利用 RTＧPCR 和qRTＧPCR 进行逆境

表达模式分析,设置不同逆境条件处理(１００μmol/L
NaCl、１２．５％ PEG６０００、１００μmol/LABA),以正常生

长条件为对照,筛选盐胁迫下差异表达的基因,RTＧ
PCR和qRTＧPCR的操作参照文献[１７].
1.3　 GhSEDEG38 基因的序列分析

GhSEDEG３８蛋 白 的 相 关 特 性 通 过 peptideＧ
propertyＧcalculator(http://pepcalc．com)进 行 分

析.GhSEDEG３８蛋白的结构域用ScanProsite分析

(http://expasy．org/tools/scanprosite/).从NCBI数据

库中分别选取拟南芥、杨树和水稻中与GhSEDEG３８
同源 的 基 因(AT３G６２４２０,AT４G３４５９０,AT１G７５３９０,

AT２G１８１６０,Potri．００２g１９６２００,Potri．０１４g１２０８００,

Potri．００５g２３１３００,Potri．００４g１５８２００,Os１２G３７４１０,

Os０５G０３８６０,Os０２G０３９６０,Os０９G１３５７０)的氨基酸序列

及陆地棉中同源基因(GhD０７G１２７１,GhA１１G３０７３,

GhD１１G１１４７)的氨基酸序列,利用 ClustalX 软件进

行同 源 比 对,并 构 建 进 化 树.亚 细 胞 定 位 通 过

PlantＧmPLoc (http://www．csbio．sjtu．edu．cn/

bioinf/plantＧmulti/)进行预测.基因的启动子序列

分析通过 PlantCARE(http://bioinformatics．psb．
ugent．be/webtools/plantcare/html/)进行预测.
1.4　 GhSEDEG38 基因 RNAi 载体构建、棉花遗传

转化及植株再生

　　 通 过 BP 重 组 反 应 构 建 GhSEDEG３８ 基 因

RNAi抑制表达载体[２３].设计GhSEDEG３８基因含

有attB１ 和 attB２ 接 头 的 引 物 (GhSEDEG３８RiＧF:

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGＧ
CCAGCGAGTTCTTCTGATTC;GhSEDEG３８RiＧR:

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCACＧ
ATTCCATCTCAGCGTAGCG ),以 YZ１根系cDNA
为模板,PCR扩增获得attBＧPCR产物,将扩增产物

与pHellsgate４进行 BP反应,BP反应产物转化大

肠杆菌感受态细胞,培养后挑选单克隆用引物(３５SＧ
F:CTGACGTAAGGGATGACGC;GhSEDEG３８Ｇ
R:ATCTTTCTGCAATGCGCTCAC)检测阳性,
对阳性单克隆提取质粒用XHoⅠ和XBaⅠ两种限制性

核酸内切酶分别进行酶切检测,确认片段是否连接正

确,将酶切检测正确的质粒转化EHA１０５保存备用.
棉花的遗传转化及植株再生过程具体参照文

献[２４]进行.将含有 RNAiＧGhSEDEG３８载体质

粒的农杆菌转入棉花无菌苗的下胚轴,进行筛选培

养,每４周继代１次,直到出现再生苗,将再生苗继

代到生根培养基中促进根系生长,健壮的再生苗种

植于温室土钵中.
1.5　 转基因材料的分子鉴定

１)棉花的转基因植株阳性鉴定.取０．１g的植

株新鲜叶片,参照改良的 CTAB 法提取棉花的总

DNA[２４],将 得 到 的 DNA 溶 液 稀 释 到 １００~２００
ng/μL作为PCR检测的模板,用引物(３５SＧF:CTＧ
GACGTAAGGGATGACGC; GhSEDEG３８ＧR:

ATCTTTCTGCAATGCGCTCAC)进 行 PCR 扩

２
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增,产物在１％的琼脂糖凝胶上进行电泳,根据有无

条带判断对应的植株是否为转基因阳性植株.

２)转基因植株拷贝数鉴定.采用天根 DNA 抽

提试剂盒提取 T０代阳性的转基因单株及 T２代株系

的部分单株的基因组 DNA,通过Southern杂交检

测转基因植株的拷贝数,具体操作参照文献[２４].

３)转基因植株基因表达水平鉴定.分别取适量

YZ１及各转基因阳性株的叶片,采用改良的异硫氰

酸胍法提取 RNA[２５],电泳检测样品质量、纯度,

NanoDrop检测RNA浓度.将合格的RNA样品进

行反转录生成cDNA,稀释５０倍后作为模板,以

GhUbi７作为内参,通过 RTＧPCR 检测目标基因的

表达量.
1.6　转基因材料的表型观察

为了研究GhSEDEG３８在棉花盐胁迫响应中

的功能,对上述选取的纯系材料及对照材料进行萌

发期盐处理.选取 YZ１及 T３代转基因纯系种子,
去壳 后 接 种 于 １/２MS 培 养 基[２４],设 置 １００、１５０
mmol/L２个 NaCl浓度为处理组,以１/２MS培养

基为对照,暗培养４８h后将胚根插入培养基,随后

在２８℃下光照培养１周,观察表型,并统计相关生

长指标.试验设置３次生物学重复,每次重复采用

３０粒种子.
苗期盐处理试验采用水培处理,将 YZ１及 T３

代转基因纯系种子萌发后,采用 Hoagland培养液

进行水培至２叶期,设置１５０mmol/LNaCl为处理

组,以不添加 NaCl的 Hoagland培养液为对照,处
理６、１２和２４h取样进行可溶性糖、MDA和活性氧

含量的测定,培养１周后观察植株表型.设置３个

生物学重复,每个重复采用３０个单株.
1.7　丙二醛、过氧化氢和可溶性糖含量的测定

　　１)丙二醛(MDA)含量的测定.采用 TCA 法,
取约１００mg对照及干涉株系的叶片,剪刀剪碎后

加２mL１０％三氯乙酸(TCA),用预冷的研钵置于

冰上 研 磨 至 匀 浆 状,倒 入 ２ mL 离 心 管 中.在

１２０００r/min下４℃离心１０min,取上清液０．８mL
(V２)至新的２mL的离心管中,向其中加入０．８mL
０．６％硫代巴比妥酸(TBA),混合后在１００℃沸水中

煮１５min,在冰上立即冷却后离心取上清.用分光

光度计分别测定上清液在４５０、５３２和６００nm 处的

光密度值.并按公式C＝[６．４５×(D５３２－ D６００)－
０．５６×D４５０]×(V１×V)/(V２×m)计算 MDA浓度,
其中V１ 为反应液总量,mL;V２ 为反应中提取液量,

mL;V 为提取液总量,mL;m 为样品质量,g.

２)过氧化氢(H２O２)定量测定.采用试剂盒法,
将对照和干涉株系的叶片用液氮研磨,取１００mg
左右的样品至２mL的离心管中,立即加入１mL预

冷的丙酮,振荡２０min,４℃、１３０００r/min离心１５
min,吸取上清液至新的离心管用于后续实验.按

照试剂盒quantificationkit(SangonBiotech,上海)
提供的方法对样品 H２O２进行测定.

３)可溶性糖含量测定.采用硫酸Ｇ蒽酮法,取

１００mg对照及干涉株系的叶片,加水２００μL,磨样

珠１粒,６０Hz磨样１min.磨完后补水至１mL,混
匀,８０℃ 水 浴 ３０ min,取 出 冷 却 至 常 温,１２０００
r/min离心１０min.离心后取上清并稀释５倍,取
稀释后提取液(或０~２００μg/mL梯度葡萄糖标准

液)１００μL于２mL离心管,缓慢加入硫酸蒽酮试剂

(０．２g蒽酮溶于１００mL９８％浓硫酸)２００μL,混
匀,９０℃水浴１０min,取出冷却至常温,瞬时离心后

取反应液２００μL,酶标仪测定６２０nm 吸光值,根据

标准曲线计算可溶性糖含量.

2　结果与分析

2.1　棉花 GhSEDGE38 基因的克隆及序列分析

基于体胚发生的表达谱,本研究通过分析体胚

发生过程中不同时间点的基因表达模式,挑取了差

异表达的转录因子４０个,通过 RTＧPCR 和 qRTＧ
PCR进行盐处理表达模式的分析.结果表明,很多

基因受一种或几种逆境诱导,其中GhSEDEG１１、

GhSEDEG１９、GhSEDEG２２、GhSEDEG３６、GhSEＧ
DEG３８、GhSEDEG３９、和 GhSEDEG４０ 在盐胁迫

下的根 中 的 表 达 水 平 发 生 变 化 (图 １A).选 取

GhSEDEG３８对其在不同逆境处理下(１００mmol/L
NaCl、１２．５％ PEG６０００、１００μmol/L ABA)进 行

qRTＧPCR分析,发现其在叶中受盐诱导显著上调表

达,在根中盐胁迫处理 ４h 也上调表达,PEG 和

ABA处理也有一定差异表达(图１BＧD).因此,本
研究选取GhSEDSG３８进一步研究其对盐胁迫的

响应.

GhSEDEG３８基因编码一个含有１３６个氨基酸

的蛋白质,分子质量为１５．６ku,等电点为７．７９.序

列分析发现GhSEDEG３８基因属于bZIP家族,具
有bZIP转录因子典型的碱性亮氨酸拉链结构域,

３
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　A:７个转录因子在逆境处理下的 RTＧPCR分析;CK表示对照处理,N、P、A分别表示１００mmol/LNaCl、１２．５％

PEG６０００和１００μmol/LABA处理;０、１、２、４、８分别表示处理的时间,h;B:１００mmol/LNaCl处理下GhSEDEG３８
的表达模式;C:１２．５％ PEG６０００处理下GhSEDEG３８的表达模式;D:１００μmol/LABA处理下GhSEDEG３８的表

达模式,GhUbi７(DQ１１６４４１)为内参基因;试验设置３个生物学重复,每重复设置３个技术重复.A:RTＧPCRanalyＧ

sisof７transcriptionfactorsinresponsetodifferentabioticstresses．N,P,Arespresent１００mmol/LNaCl,１２．５％

PEG６０００and１００μmol/LABAtreatments．０,１,２,４,８respresentthehoursoftreatments．B:Expressionpatternsof

GhSEDEG３８under１００ mmol/L NaCl;C:Expression patterns ofGhSEDEG３８ under１２．５％ PEG６０００;

D:ExpressionpatternsofGhSEDEG３８under１００μmol/LABAtreatment．TheGhUbi７(DQ１１６４４１)wasusedas

theinternalcontroltocalculateandnormalizetheexpressionlevels．Threeindependentexperimentswereperformed

aseachwiththreetechnicalreplicates;theerrorbarsindicatingstandarddeviations．

图１　７个转录因子的RTＧPCR分析及GhSEDEG３８的逆境表达模式分析

Fig．１　RTＧPCRanalysisof７transcriptionfactorsandqRTＧPCRanalysisof
GhSEDEG３８inresponsetodifferentabioticstress

　A:GhSEDEG３８结构分析;B:几个物种中 GhSEDEG３８同源蛋白的进化树分析;C:GhSEDEG３８与其他bZIP转

录因子的保守区序列比对;D:GhSEDEG３８蛋白的定位预测结果.A:bZIPdomainofGhSEDEG３８;B:PhylogeＧ

neticanalysisofhomologusproteinGhSEDEG３８indifferentplants;C:Phylogeneticanalysisofconserveddomains

inbZIPtranscriptionfactors;D:LocalizationpredictionofGhSEDEG３８．

图２　GhSEDEG３８序列及进化树分析

Fig．２　PhylogenetictreesandsequencesanalysisofGhSEDEG３８

４
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由１４~７１位氨基酸组成(图２A);GhSEDEG３８与

不 同物种中同源基因的氨基酸比对结果表明 ,

GhSEDEG３８蛋白与杨树中 Potri．００２g１９６２００同源

性最高,与拟南芥中 AT３G６２４２０(AtbZIP５３)同源

(图２B);而且bZIP的碱性区域和亮氨酸拉链结构

域在不同物种间具有很高的保守性(图２C);PlantＧ
mPLoc网 站 预 测 GhSEDEG３８ 定 位 于 细 胞 核

(图２D).
利用 PlantCARE 在线预测GhSEDEG３８上游

１．５kb启动子区域的顺式作用元件,发现此区域内

存在大量的植物激素如茉莉酸、乙烯和水杨酸响应

元件,也存在很多如光、热、防御和逆境响应元件

(表１),由此推测GhSEDEG３８可能参与植物逆境

胁迫响应.
表１　GhSEDEG３８基因启动子区顺式作用元件的预测

Table１　cisＧElementanalysisofGhSEDEG３８geneinG．hirsutum

名称 Name 序列 Sequence 位置 Position 功能 Function

ARE TGGTTT １１７６
厌氧响应

Fortheanaerobicinduction

CGTCAＧmotif CGTCA ９６７
茉莉酸响应元件

InvolvedintheMeJAＧresponsiveness

ERE ATTTCAAA ５１６,７５６
乙烯响应元件

EthyleneＧresponsiveelement

GＧbox CACGTT ７８６
光响应元件

Involvedinlightresponsiveness

HSE AAAAAATTTC ５１１,６５６,７１３
热响应元件

Involvedinheatstressresponsiveness

MRE AACCTAA ９１３
MYB绑定位点

MYBbindingsite

TCＧrichrepeats ATTTTCTCCA ５０８
防御和逆境响应

Involvedindefenseandstressresponsiveness

TCAＧelement GAGAAGAATA ２８,４１３,１０４,８６１,３３６
水杨酸响应元件

Involvedinsalicylicacidresponsiveness

Circadian CAANNNNATC １１７,４１６ 节律相关元件Involvedincircadiancontrol

2.2　 GhSEDGE38ＧRNAi 载体的构建、转基因及转

基因材料鉴定

　　为了研究GhSEDGE３８在陆地棉中的功能,选
取２００bp基因编码区构建GhSEDGE３８干涉表达

载体(GhSEDGE３８ＧRNAi)并转化棉花(图３A),获
得 T０代转基因植株,以转基因植株叶片 DNA 为模

板,进行PCR 扩增.结果表明转基因阳性率较高

(图３B).转基因阳性单株进行种植连续自交至 T２

代,检测单株的拷贝数,发现３８Ｇ２和３８Ｇ３为单拷贝

株系,而３８Ｇ５和３８Ｇ９为多拷贝株系(图３C),定量

PCR检测转基因材料的表达量,发现４个干涉株系

的表达量显著降低(图３D),选取其中２个单拷贝

(３８Ｇ２和３８Ｇ３)和１个多拷贝株系(３８Ｇ５)进行后续

分析.
2.3　 GhSEDGE38ＧRNAi 转基因材料萌发期对盐

胁迫的响应

　　在不添加 NaCl的培养基中,转基因材料在萌

发 期 的 生 长 发 育 比 对 照 材 料 稍 弱,说 明 干 涉

GhSEDGE３８基因对生长发育有一定影响;在 NaCl
处理的条件下,所有材料的生长都受到抑制,表现为

主根缩短、下胚轴不同程度缩短、鲜质量减轻、侧根

受到一定程度抑制(图４AＧB).在正常情况下和处

理情况下,干涉材料的下胚轴长度均显著低于对照

材料,而盐胁迫下干涉材料下胚轴伸长抑制更明显.

１００mmol/L盐处理使对照下胚轴伸长比正常情况

下缩短２．９１％,而３个转基因株系分别缩短２３．１％、

２７．５％ 和２６．９％,１５０mmol/L盐处理使对照下胚

轴伸长比正常情况下缩短３０．４％,而３个转基因株

系分别缩短４０．３％、３９．６％ 和４１．９％.同时,正常

情况下,干涉株系３８Ｇ３的鲜质量比对照显著降低,
其他干涉株系的鲜质量与对照无显著差异;１００
mmol/L和１５０mmol/L盐处理使干涉株系的鲜质

量显著降低(图４C).说明GhSEDGE３８干涉株系

对盐胁迫更加敏感.
一般情况下,植物组织可溶性糖浓度越高,耐盐

性越强.本研究结果表明,所有材料在盐处理后,可

５
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溶性糖都有一定程度上升,而在盐处理２４h后,

GhSEDGE３８转基因材料可溶性糖含量均显著低于

对照材料(图５F).盐处理１２hMDA 测定结果显

示,与正常处理对照相比,GhSEDGE３８转基因株系

和对照的 MDA含量在盐处理条件下均升高,但是,
转基因株系中 MDA含量的升高程度显著高于对照

(图５G),表明干涉GhSEDGE３８加重了盐处理造

成的氧化伤害.H２O２含量测定结果表明,在正常生

长的环境下,野生型植株和转基因株系体内 H２O２

含量无显著差异.盐处理后,野生型植株和转基因

株系体内 H２O２含量均升高,但是,与野生型植株相

比,有２个转基因株系中 H２O２含量的升高幅度高于

野生型(图５H).这些结果表明,干涉GhSEDGE８棉

花对盐胁迫更加敏感,可能与干涉植株增加活性氧

的积累、进而加重盐胁迫造成的膜脂过氧化程度

有关.

　A:GhSEDGE３８的干涉区段;B:GhSEDGE３８ＧRNAi转基因材料的PCR阳性鉴定,N 为 YZ１阴性对照,P表示

阳性质粒对照,１~１１表示转基因 T０植株,M１和 M２表示 DNA Marker;CＧD:转基因材料 Southern杂交,２Ｇ１到

２Ｇ１０表示来自于３８Ｇ２株系的 T２的１０个单株,３Ｇ１到３Ｇ７表示来自于３８Ｇ３株系的 T２的７个单株,５Ｇ１到５Ｇ５表示来

自于３８Ｇ５株系的 T２的６个单株,９Ｇ１到９Ｇ３表示来自于３８Ｇ９株系的 T２的３个单株,YZ１为阴性对照株系,M 表示

Marker;E:GhSEDGE３８ＧRNAi干涉株系的表达量检测,YZ１为阴性对照.A:ThesequenceregionforRNAivecＧ

tor;B:PCRanalysisofGhSEDGE３８ＧRNAitransgeneticplants．Nrepresentsthenegativecontrol,Prepresentsthe

positiveplasmidcontrol,１Ｇ１１representsT０trangenicplants;M１andM２representsDNA marker．CＧD:Southern

blotanalysisofGhSEDGE３８ＧRNAitransgeneticplants．２Ｇ１to２Ｇ１０representstenT２plantsfromtransgenicline

３８Ｇ２;３Ｇ１to３Ｇ７representssevenT２plantsfromtransgenicline３８Ｇ３;５Ｇ１to５Ｇ６representssixT２plantsfromtransＧ

genicline３８Ｇ５;９Ｇ１to９Ｇ３representsthreeT２plantsfromtransgenicline３８Ｇ９;YZ１representsthenegativecontrol

plant,MrepresentsDNAmarker．E:ExpressionanalysisofdifferentGhSEDGE３８ＧRNAitransgeneticlines．YZ１reＧ

presentsthenegativecontrolplant．

图３　GhSEDGE３８ＧRNAi干涉载体的构建及转基因材料分子鉴定

Fig．３　ConstructionofGhSEDGE３８ＧRNAivectorandtheanalysisoftransgenicplants

2.4　 GhSEDGE38ＧRNAi 干涉转基因材料苗期对

盐胁迫的响应

　　苗期盐处理结果表明,在不添加 NaCl的 HoＧ

agland营养液中,转基因材料的生长发育与对照材

料没有显著性差异,而在添加 NaCl的营养液中,所
有材料的生长都受到抑制,表现为株高变短、主根缩

６
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　A:３个转基因系和对照 YZ１在不同盐浓度下萌发７d后的表型;B:下胚轴长度统计结果;C:１０株幼苗鲜质量统

计结果.实验均设置３个生物学重复,每个重复采用３０个单株.A:PhenotypeofGhSEDGE３８ＧRNAitransgenic

linesundersalttreatmentsatgerminationstage,３８Ｇ２,３８Ｇ３and３８Ｇ５represent３transgeniclines,YZ１representsthe

negativecontrolplants．B:ThelengthofhypocotyleoftransgeniclinesandYZ１after９days．C:Thefreshweightof

１０plantsfromtransgeniclinesandYZ１after９days．Threeindependentexperimentswereperformedaseachwith

threetechnicalreplicates;theerrorbarsindicatingstandarddeviations．Statisticalsignificancein(B)and(C)wasdeＧ

terminedbymultiplecomparisonwithnullascontrol,∗:P ＜０．０５,∗∗:P＜０．０１．

图４　干涉GhSEDGE３８基因降低棉花萌发期对盐的耐受性

Fig．４　DefectiveofGhSEDGE３８decreasedthetolerenceoftransgeniclinesundersalttreatmentsatgerminationstage

短、鲜 质 量 减 轻 等,且 在 处 理 的 情 况 下,

GhSEDGE３８转基因株系与对照材料株高显著低于

对照组主、根长显著短于对照组,鲜质量显著小于对

照组(图５AＧE).综合苗期处理的表型指标表明,

GhSEDGE３８干涉株系对盐胁迫更加敏感.

3　讨　论

棉花作为盐碱地的先锋作物,其耐盐性较粮食

作物稍强.然而受农业结构调整、生态退耕、自然灾

害损毁等影响,我国耕地资源逐年减少,我国棉花逐

渐向西北内陆盐碱较重且水资源相对短缺的地方发

展,棉花虽然能够在这些地方种植并存活,但其产量

和纤维品质仍受较大的影响.传统育种方法由于周

期长、盲目性大、存在远缘杂交不亲和和品质退化等

缺陷,已经无法满足农业生产的需求.分子育种技

术的发展为作物遗传改良提供了新的思路和途径.
农杆菌介导的外源基因转化技术为科研工作者提供

了更为准确和快捷的育种手段.本研究通过 RNAi

技术和转基因技术,实现对目的基因的定向沉默,并
分析转基因材料的性状,揭示该基因功能.

前期的研究中,笔者所在课题组通过对体胚胎

发育过程筛选得到多个转录因子基因,这些转录因

子分属 ERF、bZIP、WRKY、MYB等基因家族[２２],
同时在合子胚和体胚的比较表达谱中,发现体胚发

生过程伴随着强烈的逆境响应,因此,我们认为体胚

发生 体 系 可 作 为 发 掘 棉 花 抗 逆 基 因 的 方 法、体

系[１７].本研究选取４０个转录因子基因对其在逆境

处理下的表达模式进行分析,对这些基因功能的解

析可以为棉花抗逆育种提供新材料和理论依据.

GhSEDEG３８的序列分析表明,GhSEDEG３８
基因编码bZIP类转录因子.该基因定位于陆地棉

A亚组,通过与拟南芥数据库比对,发现其蛋白序列

与拟南芥转录因子 AtbZIP５３(AT３G６２４２０)高度同

源(图２),有报道指出 AtbZIP５３在拟南芥中与盐胁

迫 应 答 和 氨 基 酸 代 谢 密 切 相 关[２６],故 推 测

GhSEDEG３８同样参与棉花对盐胁迫的应答.通过

７
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　A:３个转基因株系和对照材料在不添加 NaCl的 Hoagland营养液里生长７d后的表型;B:３个转基因株系和对照

材料在添加 NaCl的 Hoagland营养液里生长７d后的表型;C:处理７d后株高;D:处理７d后主根长;E．处理７d
后５株幼苗鲜质量;F:处理２４h后可溶性糖含量;G:处理１２h后 MDA含量;H:处理１２h后 H２O２含量.试验均

设置３个生物学重复,每个重复采用３０个单株.A:PhenotypeofGhSEDGE３８ＧRNAitransgeniclinesundernorＧ

malcondition;B:PhenotypeofGhSEDGE３８ＧRNAitransgeniclinesunder１５０mol/LNaCltreatmentatseedling

stage;theplantheight(C),lengthofmainroot(D)andfreshweight(E)oftransgeniclinesandYZ１after７days

treatment．Theamountofsoublesugar(F)after２４hourstreatment．ThecontenttofMDA (G)andH２O２(H)after

１２hourstreatment．３８Ｇ２,３８Ｇ３and３８Ｇ５represent３transgeniclines;YZ１representsthenegativecontrolplants．

Threeindependentexperimentswereperformedaseachwiththreetechnicalreplicates;Theerrorbarsindicating

standarddeviations．Statisticalsignificancein (CＧH)wasdeterminedbymultiplecomparisonwithnullascontrol,

∗:P＜０．０５,∗∗:P ＜０．０１．

图５　干涉GhSEDGE３８基因降低棉花三叶期对盐胁迫的耐受性

Fig．５　RNAiofGhSEDGE３８decreasedthetolerenceoftransgeniclinesundersalttreatmentsat３Ｇleafstage

对萌发期和苗期的盐处理表明,干涉GhSEDEG３８
基因的表达使棉花对盐胁迫更为敏感(图４、图５),
表现为生长受到抑制,逆境相关指标发生变化.此

外,发现GhSEDEG３８同样受PEG诱导上调表达,
而渗透胁迫本身是盐胁迫影响植物发育和代谢的方

式之一,推测GhSEDEG３８可能同时参与棉花对干

旱胁迫的应答.

bZIP类转录因子广泛存在于所有的高等植物,
部分成员作为 ABA 信号通路中的重要元件,参与

植物对高温、干旱、盐、光照等逆境胁迫的影响[２７Ｇ２９].

８
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本研究观察到,对 YZ１根部施加外源 ABA胁迫,在
最初的１h中 GhSEDEG３８的水平大幅度上调,

GhSEDEG３８可能同样是作为 ABA 信号通路中的

元件参与棉花响应非生物逆境胁迫的过程.
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Functionalanalysesofcottonsalttoleranceregulated
byGhSEDEG３８geneincotton

ZHANGBoyang　JIANYinan　LIMeng　YANGXiyan　ZHANGXianlong

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/CollegeofPlantScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　 AseriesofdifferentiallyexpressedtranscriptionfactorswereselectedfromtheexpresＧ
sionprofilesofsomaticembryosatdifferentstagesofcottonregeneration．TheexpressionofGhSEＧ
DEG３８(somaticembryogenesisdifferentiallyexpressiongene３８)wassignificantlyupＧregulatedbysalt
stressbyanalyzingtheexpressionofthesetranscriptionfactorsunderdifferentstresstreatmentswith
RTＧPCRandqRTＧPCR．SequenceanalysesrevealedthatGhSEDEG３８encodesabZIPＧtypetranscription
factorthatishomologoustotheArabidopsisbZIP５３gene．Inordertofurtherverifythefunctionofthe
gene,RNAiinterferencevectorsofthisgenewereconstructedandtransformedintocotton,andtransgenＧ
iccottonlineswithsignificantlyreducedexpressionlevelswereobtainedthroughmoleculardetection．We
comparedthegrowthindexandphysicalparametersbetweenRNAiandcontrollinesundersalttreatＧ
ments．TheresultsshowedthatthedownregulatedexpressionofGhSEDEG３８reducedtheresistanceof
cottontosaltstressduringseedgerminationandearlyseedlingstage．TheMDAcontentandreactiveoxＧ
ygenspeciesintransgenicplantswassignificantlyhigherthanthoseinthecontrolline,whilethesoluble
sugarcontentwassignificantlylowerthanthatinthecontrolline．ItisindicatedthatGhSEDEG３８might
beinvolvedintheresponsetosaltstressincotton．

Keywords　cotton;bZIP(basicＧregionleucinedomainzipper);GhSEDEG３８(somaticembryogeneＧ
sisdifferentiallyexpressiongene３８);RNAi;saltstressresponse
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